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Kasutatud lühendid 
ANOVA – dispersioonanalüüs (analysis of variance) 
BAT – pruun rasvkude (brown adipose tissue) 
CaM – kalmoduliin (calmodulin) 
DAB – 3,3-diaminobensidiin (3,3-diaminobenzidine) 
Dio2 – tüüp 2 ensüüm deiodinaas (deiodinase) 
hz – WFS1 mutatsiooni suhtes heterosügoot (heterozygote) 
IHC – immuunohistokeemia (immunohistochemistry) 
KMI – kehamassi indeks (body mass index) 
ko – WFS1 geeni mutatsiooni suhtes homosügoot (knock-out) 
PIP2 – fosfatidüülinositool-4,5-bisfosfaat (phoshatidylinositol 4,5-bisphosphate) 
PGC-1α – peroksisoomi proliferaator-aktiveeritud retseptor gamma koaktivaator 1-α 
(peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha) 
UCP1 – termogeniin-1 geen või valk (uncoupling protein-1) 
UPR – pakkimata valkude vastus (unfold protein response) 
T2D – tüüp 2 suhkurtõbi (type 2 diabetes mellitus) 
TRP – mööduva retseptorpotentsiaaliga katiooni kanal (transient receptor potential channel)  
TRPM8 - mööduva retseptorpotentsiaaliga katiooni kanali M alaperekonna liige 8 (transient 
receptor potential cation channel subfamily M member 8) 
WAT – valge rasvkude (white adipose tissue) 
WFS1 – volframiin-1 geen või valk (wolframin-1 gene/protein) 
WS – Wolframi sündroom (Wolfram syndrome) 
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Sissejuhatus 
Wolframi sündroomi (WS) kirjeldati esmaskordselt 1938. aastal kui juveniilset suhkurtõbe 
optilise atroofiaga. WS-ga kaasneb lisaks endokrinoloogilistele häiretele veel 
neurodegeneratsiooniga seotud tunnused, nagu vaimne arengupeetus ja dementsus. 
Mutatsioonid volframiin-1 geenis (WFS1) põhjustavad WS-i. WFS1 ekspresseerub nii 
inimesel kui ka hiirel enim südames, pankrease β-rakkudes, kopsudes, põrnas, platsentas ja 
skeletilihastes. WFS1 võib omada rolli emotsionaalsetes, käitumuslikes ja vistseraalsetes 
ülesannetes. 
WFS1-puudulike hiirte hipokampuse RNA-sekveneerimisel selgus, et WFS1-puudulikel 
hiirtel on kõrgem mööduva retseptorpotentsiaaliga katiooni kanali M alaperekonna liikme 8 
ekspressioon (TRPM8) (Kõks et al., avaldamata andmed). TRPM8 on funktsionaalselt 
ekspresseeritud pruunides rasvarakkudes ning selle agonist mentool reguleerib üles 
termogeniin-1 (UCP1) taseme pruunides rasvarakkudes. UCP1 on spetsiifiliselt 
ekspresseeritud pruunis rasvkoes ning selle termogeenne aktiivsus vähendab rasvumist ja 
tõstab insuliinitundlikkust. Mentool võiks seega WFS1-puudulikele hiirtele manustatuna tõsta 
nende ainevahetuse aktiivsust rohkem võrreldes metsiktüüpi hiirtega. 
Käesoleva bakalaureusetöö kirjanduse ülevaates iseloomustatakse WFS1 geeni, TRPM8 
kanalit ja selle funktsiooni organismis ning seotust pruuni rasvkoega. Eksperimentaalse osa 
eesmärgiks oli näidata TRPM8 olemasolu WFS1-puudulike ning metsiktüüpi hiirte 
hipokampuses. Samuti uurida mentooli ainevahetuslikku mõju ja sellest lähtuvate 
füsioloogiliste näitajate erinevusi WFS1-puudulike ja metsiktüüpi hiirte vahel. 
 
Käesoleva töö katsed teostati  Tartu Ülikooli bio- ja siirdemeditsiini instituudi patofüsioloogia 
osakonnas. 
 
WFS1, TRPM8, mentool 
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1. Kirjanduse ülevaade 
1.1. Wolframi sündroom 
Esmakordselt kirjeldati Wolframi sündroomi (Wolfram syndrome, WS) 1938. aastal. 
Akronüüm DIDMOAD võtab kokku kõige sagedasemad sümptomid: magediabeet (diabetes 
insipidus), suhkurtõbi (diabetes mellitus), optiline atroofia (optic atrophy) ja kurtus 
(deafness). Minimaalsed kriteeriumid WS-i diagnoosiks on suhkurtõbi ja optiline atroofia. 
Paljudel patsientidel esinevad lisaks magediabeet, kurtus, kusetrakti atoonia, ataksia, 
perifeerne neuropaatia, vaimne arengupeetus ja dementsus (Strom et al., 1998). 
Üldjuhul ilmnevad patsientidel esmased haiguse tunnused, milleks on diabeet ja nägemisnärvi 
atroofia, esimese kahekümne eluaasta jooksul (Barrett et al., 1995; Hansen et al., 2005; Cano 
et al., 2007). WS-iga patsiendid surevad tavaliselt 25-40-aastasena ajutüve atroofia tõttu 
tekkinud tsentraalse hingamispuudulikkuse tagajärjel (Barrett et al., 1995). WS-iga kaasneb 
ka progresseeruv neurodegeneratsioon, mille peamisteks tunnusteks on vaimne arengupeetus 
ja dementsus. Lisaks võivad esineda järgnevad sümptomid: nüstagmid ehk silmade võbelused, 
ataksia ja perifeerne neuropaatia. Kirjeldatud on ka psühhiaatrilisi häireid, nagu bipolaarne 
häire, depressioon ja skisofreenia (Swift et al., 1990; Swift et al., 1991). Erinevaid 
psühhiaatrilisi ilminguid leitakse 60% WS patsientidel (Swift et al., 1990). 
WS pärandub autosoom-retsessiivselt (Collier et al., 1996; Strom et al., 1998). DPV (German 
Diabetes Prospective Documentation, DPV) andmebaasi kasutades on välja arvutatud, et WS-
i esineb lastel ja noorukitel alla 21 eluaasta Euroopas 33/17000000 (kandjate sagedus 
1:500000). WS-i esinemine diabeeti põdevatel lastel ja noorukitel alla 21 eluaasta on 
33/24000 (kandjate sagedus 1:730) (Rohayem et al., 2011). Kandjate sagedus erineb 
maailmas suuresti ning kõige kõrgem on see Liibanonis (kandjate sagedus 1:68000). 
Võimalikuks põhjuseks võib olla veresuguluse kõrgem esinemine selles piirkonnas (Medlej et 
al., 2004). 
1.2. WFS1 geen 
Mutatsioonid WFS1 ehk volframiin-1 geenis põhjustavad WS-i (Collier et al., 1996; Strom et 
al., 1998). WFS1 paikneb 4. kromosoomi p16.1 piirkonnas, mille suurus on ligikaudu 33,4 
kiloaluspaari (kilobase, kb). WFS1 geen koosneb kaheksast eksonist. Translatsiooni 
alguspunkt asub teises eksonis, millelt kodeeritakse 890 aminohappe pikkune peptiid, 
molekulmassiga 100 kilodaltonit (kilodalton, kDa). WFS1 on hüdrofoobne tetrameerne valk, 
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millel on üheksa transmembraanset segmenti ja mõlemas otsas suur hüdrofiilne ala (Hofmann 
et al., 2003) (joonis 1). 
Rohayem et al. (2011) uurisid WFS1 mutatsioone ning leidsid, et mutatsioonide spektris oli 
nii missense, nonsense, splaissimisalade mutatsioone kui ka väiksemaid deletsioone ja 
insertsioone, mis on seotud WFS1 lugemisraami nihetega. Enamik mutatsioone toimus 8. 
eksonis, mis kodeerib WFS1 karboksüterminaalset endoplasmaatilise retiikulumi 
(endoplasmic reticulum, ER) membraani luumeni ekstratsellulaarset osa. 
WFS1 ekspresseerub nii inimesel kui ka hiirel enim südames, pankrease β-rakkudes, 
kopsudes, põrnas, platsentas ja skeletilihastes (Inoue et al., 1998; Strom et al., 1998; 
Hofmann et al., 2003; Ishihara et al., 2004). Ajus on WFS1 kõrgelt ekspresseerunud 
mandelkehas, ventraalses striatumis, hipokampuses, keskmises kuulmerajas, prefrontaalses 
korteksis, haistesibulas ja allokorteksis (Takeda et al., 2001; Luuk et al., 2008). WFS1 võib 
omada rolli emotsionaalsetes, käitumuslikes ja vistseraalsetes ülesannetes (Takeda et al., 
2001). 
1.3. WFS1 funktsioon 
WFS1 on transmembraanne glükoproteiin, mis asub ER-is. WFS1 aminoterminaalne domeen 
(N-terminus) asub tsütoplasmas ja karboksüterminaalne domeen (C-terminus) ER-i luumenis 
(Hofmann et al., 2003). ER on organell, mille üheks funktsiooniks on pakkida sekretoorseid 
valke. Pakkimata või valesti pakitud valkude kogunemine põhjustab ER stressi ja indutseerib 
pakkimata valkude vastuse (unfold protein response, UPR), signaalvõrgustiku, mis üritab 
taastada ER-i homöostaasi. Selleks peatatakse valkude translatsioon ja aktiveeritakse 
molekulaarsed tšaperonid, mis on seotud valkude pakkimisega (Fonseca et al., 2010). Kui ER 
stress püsib, siis UPR muudab ellujäämismehhanismid proapoptootilise raja vastu. Sellega 
kindlustatakse pöördumatult kahjustatud rakkude korrektne eemaldamine (Rohayem et al., 
2011). 
WFS1 osaleb kuhjunud pakkimata valkude ER stressi vastuses (Malhotra & Kaufman, 2007; 
Lin et al., 2008). Puudulik WFS1 funktsioon võib tekitada kroonilist ER stressi, mis 
omakorda kutsub esile näiteks pankrease β-rakkude ja närvirakkude apoptoosi. Selle 
tulemusena väheneb pankrease endokriinne funktsioon ja toimub neurodegeneratsioon 
(Harding & Ron, 2002). 
Zatyka et al. (2008) leidsid, et WFS1 karboksüterminaalne domeen on seotud ER-s paikneva 
Na+/K+-ATPaasi β1 subühiku karboksüterminaalse domeeniga. Na+/K+-ATPaasi defitsiidil on 
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oluline roll apoptoosis ja neurodegeneratiivsetes haigustes. WFS1 mutatsioonid põhjustavad 
Na+/K+-ATPaasi defitsiidi, mis võib viia WS-i arenguni. Kurtus võib olla põhjustatud 
kaaliumi ringluse muutumises sisekõrvas, mis on WFS1 ja Na+/K+-ATPaasi β1 subühiku 
interaktsiooni katkemise tulemus (Rigoli et al., 2011). Takei et al. (2006) uuringud viitavad, et 
WFS1 võib aidata säilitada kaaliumi ioonide õige rakusisese taseme, kontrollides kui palju 
kaaliumi ladustatakse ER-is. 
WFS1 võib osaleda valkude biosünteesis, modifitseerimises, pakkimises ja transpordis, Ca2+ 
homöostaasi regulatsioonis ja ER stressi regulatsioonis (Yamaguchi et al., 2004; Fonseca et 
al., 2005; Hofmann & Bauer, 2006; Yamada et al., 2006; Zatyka et al., 2008; Yurimoto et al., 
2009). WFS1 võib osaleda Ca2+ signaaliülekande süsteemis (Yurimoto et al., 2009). 
WFS1 võib olla ka kalmoduliini (CaM) siduv valk (Hofmann et al., 2003) ning WFS1 
funktsiooni reguleerimises on oluline CaM sidumine. CaM võib olla tsütosoolse Ca2+ 
kontsentratsiooni sensor, et reguleerida WFS1 funktsiooni nagu näiteks Ca2+ kanali aktiivsust 
või muutes ER-is Ca2+ täitumist (Yurimoto et al., 2009). 
 
Joonis 1. Skemaatiline ülevaade WFS1 geenist inimesel. WFS1 geen sisaldab kaheksat 
eksonit, millest esimene ekson on mittekodeeriv (Hofmann et al., 2003). 
 
1.4. TRPM8 
Mööduva retseptorpotentsiaaliga katiooni kanali M alaperekonna liige 8 (transient receptor 
potential cation channel subfamily M member 8, TRPM8) on ioonkanali mööduva 
retseptorpotentsiaaliga katiooni kanali (transient receptor potential channel, TRP) perekonna 
liige, millel on mitmeid funktsioone nii selgroogsetes kui selgrootutes (Montell, 2005). 
Esimest korda kajastati TRPM8 eesnäärme vähirakkude spetsiifilise markerina ja mõni aeg 
hiljem külma- ja mentooliretseptorina sensoorsetes neuronites (McKemy et al., 2002; Peier et 
al., 2002). 
TRPM8 geen on 82190 nukleotiidi pikk, milles on 27 eksonit (UCSC andmebaas). Kodeeriv 
ala on 3315 nukleotiidi pikk, millelt omakorda sünteesitakse 1104 aminohappest koosnev 
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valk, molekulmassiga 128 kDa (Tsavaler et al., 2001; McKemy et al., 2002; Peier et al., 
2002). TRPM8 funktsionaalne kvaternaarne struktuur on homotetrameerne kanal, millel on 
modulaarne struktuur ja allosteeriline värav (Latorre et al., 2007). Inimese TRPM8 on hiire ja 
rotiga vastavalt 92% ja 93% ulatuses ortoloogne (McKemy et al., 2002; Peier et al., 2002). 
TRPM8 omab kuut transmembraanset domeeni tsütoplasmaatilise C- ja N-terminaalse 
domeeniga, kus pikad transmembraani domeeni S5 ja S6 lõigud moodustavad tetrameerse 
valgu poori. TRPM8-l on lühikene tsütoplasmaatiline C-terminaalne domeen võrreldes teiste 
TRPM perekonna liikmetega, koosnedes ainult 127 aminohappest. Karboksüterminaalne 
domeen sisaldab TRP domeeni, mis on levinud kõigis TRP kanalites, millel on kuus kõrgelt 
konserveerunud TRP järjestust, nagu ka keerdunud spiraali domeenid, mis põhjustavad 
TRPM8 moodustumist tetrameerseks ioonkanaliks (McKemy et al., 2002; Peier et al., 2002). 
Mutatsioonid selles domeenis takistavad TRPM8 ekspressiooni ning kanali moodustumist 
(Erler et al., 2006; Tsuruda et al., 2006; Pedretti et al., 2009). 
Kanal on aktiveeritav madala temperatuuri poolt vahemikus 8°C kuni 25°C ja külma 
imiteerivate kemikaalide poolt, nagu mentool, positiivse membraanipotentsiaaliga ja 
endogeensete signaali lipiididega, nagu fosfatidüülinositool-4,5-bisfosfaat (PIP2) (McKemy et 
al., 2002; Peier et al., 2002; Nilius et al., 2007). 
TRPM8 monomeeri struktuur on kuuest heeliksist koosnev transmembraani heeliksi kimp 
(Clayton et al., 2008). Transmembraani heeliksi kimp sisaldab ekstratsellulaarset ja 
tsütoplasmaatilist silmust ning transmembraanset osa, kus kaks heeliksit on poori poole (S5-
S6) ning nähtavalt kaugemal esimesest neljast pingetundlikust heeliksist (S1-S4) (Pedretti et 
al., 2009) (joonis 2). 
 
  
9 
 
 
Joonis 2. TRPM8 monomeeri struktuur. Struktuur on värvitud segmentide järgi (värvikood: 
N-T: sinine; S1: punane; EL1: taevasinine; S2: hall; CL1: pruun; S3: kollane; EL2: kuldne; 
S4: hall; CL2: roheline; S5: valge; EL3: roosa; S6: taevasinine; C-T: violetne) (Clayton et 
al., 2008). 
 
1.5. Pruun rasvkude 
Imetajates on kaht tüüpi rasvkudet - valget (white adipose tissue, WAT) ja pruuni (brown 
adipose tissue, BAT). WAT on peamiselt energia salvestamiseks ja BAT on energiat hajutav 
organ ning spetsialiseerunud energia kulutamisele. BAT-i rakkudes on mitmeid väikeseid li-
piiditilkasid, mida ümbritseb arvukalt mitokondreid. Need sisaldavad valku termogeniin-1 
(uncoupling protein-1, UCP1), mis paikneb mitokondri sisemembraanis, moodustades 5-8% 
kogu mitokondri valgust (Lin & Klingenberg, 1980; Klingenberg, 1999; Cannon & 
Nedergaard, 2004). Närilistel on BAT abaluude vahel, kaenla all ja neeru ümbruses (Cannon 
& Nedergaard, 2004). Külmas ja spontaanse hüperfaagia järel on BAT-i termogenees peamine 
sümpaatiliselt aktiveeritav värisemisega mitteseotud soojuse tootmine väikestel närilistel. 
BAT kontrollib kogu keha energia kulutamist ja keharasva (Lowell & Spiegelman, 2000; 
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Cannon & Nedergaard, 2004). BAT osaleb pikaajalisel energia ja keha rasva regulatsioonis. 
BAT-i termogeneesi põhiliseks substraadiks on triglütseriididest pärit ja ringluses olevad va-
bad rasvhapped ning lipoproteiinid. Süsiniku allikana transporditakse BAT-i glükoosi, mida 
vajatakse rasvhapete sünteesiks ja kiireks rasvhapete oksüdatsiooniks (Shimizu et al., 1991; 
Inokuma et al., 2005). 
BAT-i termogenees sõltub β-adrenergiliselt vahendatud lipolüüsi aktivatsioonist ja sellele 
järgneva rasvhapete degradeerumisest UCP1 kaudu, mis vallandab mitokondriaalse 
oksüdatiivse fosforülatsiooni, hajutamaks elektrokeemiline gradient soojusena ATP sünteesi 
asemel (Lowell & Spiegelman, 2000; Lowell & Bachman, 2003; Inokuma et al., 2006; 
Feldmann et al., 2009). 
BAT-i rakud on tugevalt innerveeritud sümpaatilise närvisüsteemi poolt. Külm mõjutab 
kesknärvisüsteemi, mis stimuleerib sümpaatilisi närve ning vabastavad katehhoolamiine, mis 
koos β-adrenergiliste retseptoritega põhjustavad tsüklilise adenosiinmonofosfaadi (cyclic 
adenosine monophosphate, cAMP) taseme tõusu BAT-is (Cannon & Nedergaard, 2004). 
Külmaaisting aktiveerib β-adrenergilised retseptorid ning selle tulemusena omakorda 
adenülaadi tsüklaasi ja hormoonitundliku lipaasi, mis hüdrolüüsib rakusiseseid triglütseriide. 
Vabastatud rasvhapped aktiveerivad UCP1 (Saito, 2013). UCP1-te stimuleerivad lisaks cAMP 
ka teised termogeensed faktorid, näiteks transkriptsiooni koaktivaator PGC-1α (peroxisome 
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha) ja tüüp 2 ensüüm deiodinaas 
(deiodinase, Dio2) (Seale et al., 2007). 
Külm on BAT-i aktivatsiooni kõige tugevam ja füsioloogilisem stiimul. Hiirtel, kes on 4oC 
juures, on oluliselt suurem sümpaatiliste närvide aktivatsioon BAT-is, millele järgnevad 
mitmed rakusisesed aktivatsioonid (Saito, 2013). Katseloomad, kellel on madalam UCP1 
ekspressioon BAT-is, on ülekaalulised (Lowell & Spiegelman, 2000; Cannon & Nedergaard, 
2004). Pikaajaline külmale eksponeerimine kutsub esile UCP1 ekspressiooni tõusu, 
mitokondrite sünteesi, proliferatsiooni ja pruuni rasvarakkude diferentseerumise, mis 
omakorda põhjustavad BAT-i hüperplaasiat ja termogeneetilise mahu suurenemist (Cannon & 
Nedergaard, 2004). 
Inimestel asub BAT kaela- ja õlapiirkonnas, supraklavikulaarses ja paraspinaalses alas 
(Cypess et al., 2009; van Marken Lichtenbelt et al., 2009; Virtanen et al., 2009; Jespersen et 
al., 2013; Sacks & Symonds, 2013). On leitud, et külmast aktiveeritud BAT-i on üle 50% 
uuritavates kahekümnendates eluaastates inimestel ning see väheneb eaga. Näiteks 
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viiekümnendates ja kuuekümnendates eluaastates inimestel on seda vähem kui 10% 
(Yoneshiro et al., 2011). 
BAT-i olemasolu inimestes on pöördvõrdeliselt seotud rasvumise ja tüüp 2 suhkurtõvega (type 
2 diabetes mellitus, T2D) (Cypess et al., 2009; Lee et al., 2010; Pfannenberg et al., 2010; 
Ouellet et al., 2011). Ainevahetuse aktiivsus ja BAT-i kogus on madalam diabeeti põdevatel 
patsientidel (Ouellet et al., 2011). BAT-i olemasolu on madalam ka patsientidel, kellel on 
kõrgem kehamassi indeks (body mass index, KMI) (Cypess et al., 2009; Pfannenberg et al., 
2010; Ouellet et al., 2011). Polümorfism UCP1 promootoris vähendab geeni ekspressiooni 
ning on seotud kõrge KMI-ga (Sramkova et al., 2007). Samuti on kõrge KMI-ga seotud po-
lümorfismid β3-adrenoretseptorites (Fujisawa et al., 1998; Kurokawa et al., 2008). Vanusest 
sõltuv keharasva kogunemine on seotud BAT-i aktiivsuse vähenemisega (Yoneshiro et al., 
2011). 
BAT-i stimuleerimine võiks pakkuda uusi ravivõimalusi, vähendamaks rasvumist ja sellega 
seotud haigusi (Seale et al., 2007). Üks ravivõimalus on seotud BAT-i oksüdatiivse 
ainevahetuse suurendamisega (Ghorbani et al., 1997; Granneman et al., 2003; Tseng et al., 
2010). B-adrenergiliste retseptorite agonistid stimuleerivad termogeneesi, suurendavad 
ainevahetust ning avaldavad rasvumise ja diabeedi vastast mõju hiirtes (Hamann et al., 1996; 
Arch, 2002; Lidell & Enerback, 2010; Bartelt et al., 2011; Gunawardana & Piston, 2012; 
Whittle et al., 2012). 
1.6. UCP1 
UCP-valgud (UCP1-3) kuuluvad mitokondri aniooni kandjate perekonda (Heaton et al., 1978) 
ning neid iseloomustatakse kui termogeenseid valke. UCP on spetsiifiliselt ekspresseeritud 
pruuni rasvkoe mitokondrite sisemembraanil, kus muudab mitokondriaalse prootoni 
liikumapaneva jõu soojuseks (Cannon & Nedergaard, 2004). UCP1 termogeenne aktiivsus 
vähendab rasvumist ja tõstab insuliinitundlikkust (Cederberg et al., 2001; Kozak & 
Anunciado-Koza, 2008). 
1.7. UCP1 funktsioon 
UCP1 katalüüsib prootoni lekke mitokondri sisemembraanile, mida on võimalik inhibeerida 
puriini nukleotiididega ning aktiveerida vabade rasvhapetega. See põhjustab pruunis rasvkoes 
värisemisega mitteseotud termogeneesi. See on kaitsemehhanism, säilitamaks looma 
normaalset kehatemperatuuri külmades tingimustes või toidust saadud liigse energia 
põletamisel (Klingenspor, 2003; Cannon & Nedergaard, 2004). UCP1 mutantsetel hiirtel tekib 
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eluohtlik hüpotermia, kui neid hoida külmas, sest neil on puudulik värisemisega mitteseotud 
termogenees pruunis rasvkoes (Enerback et al., 1997). 
UCP1 on ekspresseeritud veel seede-, emaka- ja meeste reproduktiivtrakti silelihastes, kus 
omab nii termogeenset kui piki silelihaskihi lõõgastumise ülesannet (Nibbelink et al., 2001). 
UCP1 on leitud nii rottide kui ka hiirte harknäärmes (Carroll et al., 2005), kus termogeense 
funktsiooni asemel osaleb tümotsüütide selektsioonis ja levikus (Brennan et al., 2006; Adams 
et al., 2010). 
1.8. TRPM8 aktivatsioon parandab UCP1 produktsiooni pruunis 
rasvkoes 
TRPM8 on ekspresseeritud BAT-is ja ka pruunide rasvarakkude primaarkultuuris, kuid 
puudub TRPM8-puudulike (knock-out, ko) hiirte pruunides rasvarakkudes (Ma et al., 2012). 
TRPM8, mille agonist on mentool, tõstab märkimisväärselt Ca2+ taset metsiktüüpi (wild-type, 
wt) hiirte pruunides rasvarakkudes ning ainult vähesel määral TRPM8 ko rakkudes. Ma et al. 
(2012) järeldasid katse tulemustest, et TRPM8 on funktsionaalselt ekspresseeritud pruunides 
rasvarakkudes. TRPM8 aktivatsioon mentooli poolt reguleerib üles UCP1 taseme pruunides 
rasvarakkudes in vitro ja BAT-is in vivo. Mentool tõstis märgatavalt sisemist temperatuuri ja 
hoidis ära toitumisest põhjustatud rasvumise ja sellega seotud glükoosi kõrvalekalded 
metsiktüüpi hiirtes, kuid mitte TRPM8 ko ja UCP1 ko hiirtes (Ma et al., 2012). TRPM8 võib 
olla funktsionaalselt seotud BAT-i aktivatsiooniga ning põhjustada WAT-i diferentseerumist 
BAT-ks inimeses (Rossato et al., 2014). 
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2. Eksperimentaalne osa 
2.1. Töö eesmärk 
Antud töö eesmärgiks oli näidata TRPM8 olemasolu hipokampuses ning uurida ainevahetuse 
erinevusi metsiktüüpi (wild-type, wt) ja WFS1-puudulike (knock-out, ko) hiirte vahel, kellele 
manustati iga päev erinev kogus L-mentooli, ning seejuures vaadelda, kas L-mentool muudab 
WFS1-puudulike hiirte füsioloogilisi näitajaid, nagu hapniku tarbimine, süsihappegaasi 
produktsioon ning kehatemperatuur. 
2.2. Materjalid ja metoodika 
Katseloomadeks olid Tartu Ülikoolis tehtud WFS1-puudulikud ja metsiktüüpi hiired. Katsetes 
kasutati 9-12 kuu vanuseid F2 põlvkonna isasloomi, kelle geneetiline taust oli 
(129S6/SvEvTac x 129S6/SvEvTac). Hiiri hoiti puurides 8 kaupa 22oC juures, 12-h/12-h 
valge-/pimetsükliga (valgetsükkel algas hommikul kell 7) ning neil oli vaba juurdepääs veele 
ja toidule. Loomkatsete teostamiseks oli luba number 71, 8. aprill, 2011. 
2.2.1. Hipokampuse eraldamine ja koelõikude valmistamine 
Kolm WFS1 ko ja kolm wt hiirt anesteeriti 10 g kehamassi kohta 100 µl Dormicumi (Roche) 
ja Hypnormi (Jannsen) 50% vesilahuste seguga (vahekord 1:1). 
Katseloomad perfuseeriti südame vasaku vatsakese kaudu järgmiste lahustega: 20 ml 
fosfaatpuhvri soolalahusega (phosphate buffered saline, PBS) pH 7,4, 15 ml 2% 
paraformaldehüüdiga (paraformaldehyde, PFA), 0,1 M fosfaatpuhvriga (phosphate buffer, 
PB) pH 7,4. 
Ajust eraldatud hipokampust hoiti kaks ööpäeva 20% suhkrulahuses, mis sisaldas 0,1 M PB-d 
ja 1% PFA-d. Hipokampusest tehti mikrotoomiga (Microm HM 560) 40 µm paksused 
külmlõigud polülüsiiniga kaetud klaasidele, mida kuivatati kuni üks tund 37oC juures. 
2.2.2. TRPM8 immuunohistokeemia hipokampusest 
Polülüsiinklaasidele fikseeritud hipokampuse lõike pesti PBS puhvris (pH 7,4) 3 x 5 minutit. 
Koelõikudele kanti peale blokeerimisseerum (Dako REAL Antibody Diluent, S2022; Dako 
Denmark A/S, Glostrup) ning inkubeeriti 20 minutit toatemperatuuril. Üleliigne blokeeriv 
seerum eemaldati lõikudelt ning lõike inkubeeriti üleöö primaarse TRPM8 antikehaga 
(lahjendus 1:500) (ab104569, Abcam). Inkubeerimise järgselt pesti koelõike PBS puhvris, mis 
sisaldas 0,07% Tween-20 (Sigma), 3 x 5 minutit. Koelõike inkubeeriti 30 minutit Dako 
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REALTM EnVisionTM Detection süsteemiga, Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse’’ (K5007; 
Dako Denmark A/S, Glostrup) toatemperatuuril. Koelõike pesti PBS puhvris, mis sisaldas 
0,07% Tween-20 (Sigma), 3 x 5 minutit. Seejärel inkubeeriti lõike pimedas 4 minutit 3,3-
diaminobensidiiniga (3,3-diaminobenzidine, DAB) (Dako RealTM EnVisionTM kitist) 
toatemperatuuril. Koelõike pesti PBS puhvris, mis sisaldas 0,07% Tween-20 (Sigma), 3 x 5 
minutit. Koelõike värviti tolueensinisega (Applichem) ja loputati destilleeritud veega. 
Koelõigud veetustati 70% etanoolis 2 minutit, 96% etanoolis 2 x 2 minutit ning ksülooli 
lahuses 3 x 2 minutit. Lõpuks sulandati Eukitiga (Sigma) ning kaeti katteklaasiga. 
2.2.3. Ainevahetuse katse 
Kuus WFS1 ko ja kaheksa wt hiirt eraldati kodupuuridest ning hoiti nädal aega enne 
ainevahetuse katset üksikpuurides. Kohanemisperioodi järgselt uuriti hiirte ainevahetust 
metaboolsetes puurides (TSE Phenomaster). Esimesel kahel päeval mõõdeti baasainevahetust 
ning nelja järgneva päeva jooksul manustati hiirtele kord päevas sondiga vastavalt 8 mg/kg, 
10 mg/kg, 15 mg/kg ja 20 mg/kg L-mentooli (Sigma) vesilahust. Kontrollgrupile manustati 
0,2 ml vett kord päevas nelja päeva jooksul. Enne sondiga manustamist mõõdeti hiirtel 
rektaalne temperatuur. Hiirtel mõõdeti rektaalne temperatuur ka üks ja kaks tundi pärast 
manustamist. Mõõdeti toidu (g), joogi (ml), keskmise O2 tarbimise (ml/h/kg), keskmise CO2 
produktsiooni (ml/h/kg) ja soojusproduktsiooni (kcal/h/kg) andmed. 
Hiirte ainevahetust analüüsiti metaboolsetes puurides (TSE Phenomaster). 
Soojusproduktsioon mõõdeti enne katset ning 3, 7 12 ja 14 tundi pärast mentooli 
manustamist. Masina poolt automaatselt mõõdeti ja arvutati energiakulu H [kcal/kg/h], mis 
võttis 100% arvesse hiirte kehakaalu. Programm arvutas H-indeksi järgmiselt: (CVO2 * VO2 + 
CVCO2 * VCO2) / 1000. CVO2 oli 3,941 ja CVCO2 1,106. VO2 arvutati järgmiselt: FlowML 
* (V1 + V2) / (N2Ref * looma kaal * 100.0). VCO2 arvutati järgmiselt: FlowML * dCO2 / 
(looma kaal*100.0). FlowML (ml/h) arvutati järgmiselt: Flow*1000.0*60.0. dCO2 = CO2 – 
CO2Ref. V1 = N2Ref * dO2. dO2 = O2Ref – O2. V2 = O2Ref * (dO2 – dCO2). H on 
soojusproduktsioon. VCO2 on CO2 produktsioon. VO2 on O2 tarbimine. dCO2 on 
referentspuuri CO2 – mõõdetava puuri CO2. dO2 on referentspuuri O2 – mõõdetava puuri O2. 
2.2.4. Statistiline analüüs 
Andmed on esitatud kui keskmine ± standardhälve. Andmete analüüsimiseks kasutatud 
statistilise testi valik sõltus sellest, kas andmed olid normaaljaotusega või mitte. Hapniku 
tarbe ja kehakaalu muutuse andmete analüüsiks kasutati t-testi. Kehatemperatuuri, kehakaalu, 
toidu ja joogi, hapniku tarbe muudu, süsihappegaasi produktsioon ja selle muudu 
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analüüsimiseks kasutati Kruskal-Wallis testi. Statistiliselt oluliseks loeti p-väärtust, mis oli 
väiksem kui 0,05 (p<0,05). Statistilise analüüsi tegemiseks kasutati statistilise andmetöötluse 
programmi R tarkvara (http://www.r-project.org/). 
2.3. Tulemused 
Hiirte hipokampuse lõike analüüsiti immuunohistokeemiliselt (immunohistochemistry, IHC), 
tuvastamaks TRPM8 olemasolu selles piirkonnas. Selgelt on näha tugevamat värvumist 
TRPM8 antikehaga võrreldes kontrolliga (joonised 4a, 4b, 5a, 5b) ning võib öelda, et TRPM8 
paikneb hipokampuses. Rakulist jaotumist ega lokaliseerumist ei ole teadmata põhjustel hästi 
näha. 
 
Joonis 4. TRPM8 tuvastamine WFS1 ko hipokampuses 20-kordse suurendusega 
objektiiviga. a). WFS1-puuduliku hiire IHC kontroll 20-kordse suurendusega objektiiviga. b). 
WFS1-puuduliku hiire TRPM8 IHC 20-kordse suurendusega objektiiviga. Tolueensinine – 
tuumad, tumepruun (DAB) – TRPM8 neuronite membraani ümbruses. 
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Joonis 5. TRPM8 tuvastamine wt hipokampuses 20-kordse suurendusega objektiiviga. a). 
Wt hiire IHC kontroll 20-kordse suurendusega objektiiviga. b). Wt hiire TRPM8 IHC 20-
kordse suurendusega objektiiviga. Tolueensinine – tuumad, tumepruun (DAB) – TRPM8 
neuronite membraani ümbruses. 
 
TRPM8 kanal paikneb neuronite membraani ümbruses, kuid antud lõikude värvingu järgi ei 
saa teha järeldust, et WFS1-puudulikel hiirtel oli TRPM8 antikeha värvunud rohkem 
võrreldes wt hiirtega. Koelõikude taust oli positiivsel IHC koelõigu kontrollil tugevam 
võrreldes negatiivsega (joonised 6a, 6b, 7a ja 7b). 
 
Joonis 6. TRPM8 tuvastamine WFS1 ko hipokampuses 100-kordse suurendusega 
objektiiviga. a). WFS1-puuduliku hiire IHC kontroll 100-kordse suurendusega objektiiviga. 
b). WFS1-puuduliku hiire TRPM8 IHC 100-kordse suurendusega objektiiviga. Tolueensinine – 
tuumad, tumepruun (DAB) – TRPM8 neuronite membraani ümbruses. 
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Joonis 7. TRPM8 tuvastamine wt hipokampuses 100-kordse suurendusega objektiiviga. a). 
Wt hiire IHC kontroll 100-kordse suurendusega objektiiviga. b). Wt hiire TRPM8 IHC 100-
kordse suurendusega objektiiviga. Tolueensinine – tuumad, tumepruun (DAB) – TRPM8 
neuronite membraani ümbruses. 
 
Antud töös uuriti erineva genotüübiga hiirte kehakaalu ning katse lõpuks kaotatud kaalu 
erinevusi. WFS1-puudulikud hiired kaalusid keskmiselt 18,38 ± 2,504 g ning wt hiired 28,06 
± 3,590 g. WFS1-puudulikel hiirtel oli märgatavalt madalam kehakaal wt hiirtega võrreldes 
(joonis 8a). Eesmärgiks oli näidata, et WFS1-puudulikel hiirtel on madalam kehakaal ning 
nad kaotavad oma kaalust katse lõpuks rohkem võrreldes wt hiirtega. Genotüüpide vahel ei 
olnud mentoolist sõltuvat kehakaalu muutuse erinevust katse lõpuks (p>0,05). Kuigi WFS1-
puudulikud hiired on stressile vastuvõtlikud, siis mentoolita grupp ei kaotanud oma 
kehakaalust rohkem võrreldes wt mentoolita grupiga (joonis 8b). 
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Joonis 8. Kehakaalu ning katse lõpuks kaotatud kaalu võrdlus erineva genotüübiga hiirtel. 
Kehakaalu võrdlus genotüüpide vahel hiire kohta. a). Kehakaalu muutuse võrdlus 
genotüüpide vahel hiire kohta katse lõpuks. b). Genotüüpide vahel ei olnud mentoolist 
sõltuvat kehakaalu muutuse erinevust katse lõpuks. Wt - metsiktüüpi hiirte kehakaal (g), ko  – 
WFS1-puudulike hiirte kehakaal (g), 0 - mentooli ei manustatud, 1 – manustati mentooli. 
 
Toidu ja joogi analüüsi eesmärgiks oli näidata, et WFS1-puudulikud hiired tarbivad vähem 
toitu ja vett. WFS1-puudulikud hiired tarbisid keskmiselt 1,475 ± 1,026 g toitu ning 1,754 ± 
2,213 ml vett päevas. Wt hiired tarbisid keskmiselt 2,480 ± 1,099 g toitu ning 2,629 ± 1,584 
ml vett päevas. WFS1-puudulikel hiirtel oli statistiliselt madalam toidu ja joogi tarbimine 
võrreldes wt hiirtega, kui neile mentooli ei manustatud (p<0,05) (joonis 9). 
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Joonis 9. Toidu ja joogi tarbimise võrdlus erineva genotüübiga hiirtel. a). Toidu tarbimise 
võrdlus genotüüpide vahel hiire kohta. b). Joogi tarbimise võrdlus genotüüpide vahel hiire 
kohta. Wt - metsiktüüpi hiirte toidu (g) või joogi (ml)  tarbimine, ko - WFS1-puudulike hiirte 
toidu (g) või joogi tarbimine (ml). 
 
Antud töös uuriti kas erinevad mentooli doosid põhjustavad erineva genotüübiga hiirte toidu 
ja joogi tarbimises muutusi, kuid genotüüpide vahel ei olnud erinevatest mentooli doosidest 
sõltuvat mõju toidu ja joogi tarbimisele (p>0,05) (joonis 10). Mentooli manustamise käigus 
toidu ja joogi tarbimised erinevate genotüüpide vahel ei erinenud ning WFS1-puudulikel 
hiirtel tõusis toidu ja joogi tarbimine päevas wt hiirte tasemele. 
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Joonis 10. Mentooli doosist sõltuv toidu ja joogi tarbimise võrdlus erineva genotüübiga 
hiirtel. a). Mentooli doosist sõltuva toidu tarbimise võrdlus genotüüpide vahel hiire kohta. b). 
Mentooli doosist sõltuva joogi tarbimise võrdlus genotüüpide vahel hiire kohta. Wt - 
metsiktüüpi hiirte toidu (g) või joogi (ml) tarbimine, ko – WFS1-puudulike hiirte toidu (g) või 
joogi tarbimine (ml). 
 
Hapniku tarbimise analüüsi eesmärgiks oli uurida, kas WFS1-puudulikel hiirtel on madalam 
O2 tarve võrreldes wt hiirtega. WFS1-puudulikel hiirtel oli keskmine O2 tarve 7290 ± 
1815,595 ml/h/kg ning wt hiirtel 5435 ± 1108,22 ml/h/kg. Katse analüüsi tulemustest selgus, 
et WFS1-puudulikel hiirtel oli statistiliselt kõrgem hapniku tarbimine kui wt hiirtel (p<0,05) 
(joonis 11). 
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Joonis 11. Hapniku tarbimise võrdlus erineva genotüübiga hiirtel. Wt - metsiktüüpi hiirte 
hapniku tarve ml/h/kg, ko – WFS1-puudulike hiirte hapniku tarve ml/h/kg. 
 
Lisaks uuriti kuidas mentool mõjutab erineva genotüübiga hiirte keskmist hapniku tarbimist. 
Keskmise hapniku tarbe muudu analüüs näitas, et mentooli mõju avaldus alles 12 ja 14 tundi 
pärast manustamist ning oluliselt tugevamini WFS1-puudulikel hiirtel (p<0,05) (joonis 12). 
Kõige suuremat mõju avaldasid mentooli doosid 10 mg/kg ja 15 mg/kg. Kõik mentooli doosid 
mõjutasid WFS1 ko hiirte hapnikutarvet, kuid kõige tugevami mõjus 20 mg/kg mentooli doos 
(p<0,05). Hapniku tarbe muudu analüüs näitas, et mentooli doosid ei omanud mõju wt hiirtele 
(p>0,05). 
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Joonis 12. Hapniku tarbimise muutuse võrdlus erineva genotüübiga hiirtel. Hapniku 
tarbimise muudu võrdlus genotüüpide vahel hiire kohta 3h (a), 7h (b), 12h (c) ja 14h (d) 
pärast mentooli manustamist. Wt - metsiktüüpi hiirte hapniku tarve ml/h/kg, ko – WFS1-
puudulike hiirte hapniku tarve ml/h/kg. 
 
Süsihappegaasi produktsiooni analüüsi eesmärgiks oli uurida, kas WFS1-puudulikel hiirtel on 
madalam CO2 produktsioon kui wt hiirtel. WFS1-puudulikud hiired eraldasid keskmiselt 6827 
± 2176,961 ml/h/kg CO2 ning wt hiirted 5551 ± 1325,548 ml/h/kg. Analüüsi tulemustest 
selgus, et süsihappegaasi produktsioon oli WFS1 ko hiirtel oluliselt kõrgem võrreldes wt 
hiirtega (p<0,05) (joonis 13). 
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Joonis 13. Süsihappegaasi produktsiooni võrdlus erineva genotüübiga hiirtel. Wt - 
metsiktüüpi hiirte CO2 produktsioon ml/h/kg, ko – WFS1-puudulike hiirte CO2 produktsioon 
ml/h/kg. 
 
Lisaks vaadeldi kuidas erinevad mentooli doosid mõjutavad erineva genotüübiga hiirte CO2 
produktsiooni. Katse analüüsi tulemustest selgus, et erinevad mentooli doosid suurendasid 
WFS1-puudulike hiirte keskmist CO2 produktsiooni, kuid vähendasid seda wt hiirtel. 
Mentooli doos 20 mg/kg mõjutas WFS1-puudulike hiirte keskmist CO2 produktsiooni 
negatiivselt. Mentool aga ei mõjutanud wt hiirte keskmist CO2 produktsiooni. Mentool 
avaldas statistilist mõju WFS1-puudulikele hiirtele 7 tundi pärast manustamist võrreldes wt 
hiirtega. Erinevus genotüüpide vahel oli kõige suurem 14 tundi pärast mentooli manustamist 
(p<0,05). Kõige tugevamat mõju CO2 produktsioonile avaldasid doosid 10 mg/kg ja 15 mg/kg 
(joonis 14). 
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Joonis 14. Süsihappegaasi produktsiooni muutuse võrdlus erineva genotüübiga hiirtel. CO2 
produktsiooni muutuse võrdlus genotüüpide vahel hiire kohta 3h (a), 7h (b), 12h (c) ja 14h (d) 
pärast mentooli manustamist. Wt - metsiktüüpi hiirte CO2 produktsioon ml/h/kg, ko – WFS1-
puudulike hiirte CO2 produktsioon ml/h/kg. 
 
Kehatemperatuuri analüüsi eesmärgiks oli uurida, kas WFS1-puudulikel hiirtel on madalam 
kehatemperatuur võrreldes wt hiirtega. Analüüsi tulemused näitasid, et WFS1-puudulikel 
hiirtel oli kehatemperatuur statistiliselt madalam kui wt hiirtel (p<0,05) (joonis 15). 
  
25 
 
 
Joonis 15. Temperatuuride võrdlus erineva genotüübiga hiirtel. Wt - metsiktüüpi hiirte 
temperatuur oC, ko – WFS1-puudulike hiirte temperatuur oC. 
 
Lisaks uuriti, kuidas erinevad mentooli doosid mõjutavad erineva genotüübiga hiirte 
kehatemperatuuri 1 ja 2 tundi pärast mentooli manustamist, kuid katse käigus hiirtele 
manustatud mentool ei põhjustanud kehatemperatuur statistilist muutust 1 (p>0,05) ega 2 
(p>0,05) tundi manustamise järgselt (joonis 16). 
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Joonis 16. Temperatuuride võrdlus erineva genotüübiga hiirtel. Temperatuuride erinevus 1h 
(a) ja 2h (b) pärast mentooli manustamist genotüüpide vahel hiire kohta. Wt - metsiktüüpi 
hiirte temperatuur oC,  ko – WFS1-puudulike hiirte temperatuur oC. 
 
Soojusproduktsiooni analüüsi eesmärgiks oli uurida, kas WFS1-puudulikel hiirtel on madalam 
soojusproduktsioon võrreldes wt hiirtega. Analüüsi tulemused näitasid, et WFS1-puudulikel 
hiirtel oli märkimisväärselt kõrgem soojusproduktsioon kui wt hiirtel (p<0,05) (joonis 17). 
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Joonis 17. Soojusproduktsiooni võrdlus erineva genotüübiga hiirtel. Wt - metsiktüüpi hiirte 
soojusproduktsioon (kcal/kg/h), ko – WFS1-puudulike hiirte soojusproduktsioon (kcal/kg/h). 
 
Katsete käigus uuriti ka kuidas erinevad mentooli doosid mõjuvad erineva genotüübiga hiirte 
soojusproduktsiooni muudule. Katse analüüsi tulemustest selgus, et WFS1-puudulikel hiirtel 
oli 3 tundi mentooli manustamise järgselt statistiliselt suurem soojusproduktsiooni muutus kui 
wt hiirtel (p<0,05), kuid see ei sõltunud manustatud mentooli doosist (p>0,05). WFS1-
puudulikel hiirtel oli 12 ja 14 tundi pärast mentooli manustamist doosist sõltuv 
soojusproduktsiooni erinevus võrreldes wt hiirtega (p<0,05). Kõige suuremat mõju avaldasid 
mentooli doosid 10 mg/kg ja 15 mg/kg (joonis 18). 
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Joonis 18. Soojusproduktsiooni võrdlus erineva genotüübiga hiirtel. Soojusproduktsioonide 
erinevus 3h (a), 7h (b), 12h (c) ja 14h (d) pärast mentooli manustamist genotüüpide vahel 
hiire kohta. Wt - metsiktüüpi hiirte soojusproduktsioon kcal/(kg*h), ko – WFS1-puudulike 
hiirte soojusproduktsioon kcal/(kg*h). 
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2.4. Arutelu 
Antud töös uuriti TRPM8 kanali paiknemist WFS1-puudulike ja wt hiirte hipokampuses in 
vitro. Lisaks võrreldi erinevaid ainevahetuse näitajaid, nagu hapniku tarve, süsihappegaasi 
produktsioon, toidu ja joogi tarbimine, ning mentooli mõju neile. Samuti võrreldi kahe grupi 
kehakaalu erinevusi. 
WFS1-puudulike hiirte hipokampusest tehtud RNA-sekveneerimine näitas, et WFS1-
puudulikel hiirtel on kõrgem TRPM8 ekspressioon võrreldes wt hiirtega (Kõks et al., 
avaldamata andmed). TRPM8 immuunohistokeemilistest uuringutest hipokampuses selgus, et 
nimetatud kanal asub hipokampuses ja positiivne IHC kontroll hipokampuse neuronite 
membraanide ümbruses on värvunud tugevami võrreldes negatiivse IHC kontrolliga. IHC 
analüüsist võib järeldada, et TRPM8 paikneb neuronite ümbruses, kuid ei saa teha järeldust, et 
TRPM8-t oleks kvantitatiivselt rohkem WFS1-puudulike hiirte positiivse IHC kontrolli 
koelõigul võrreldes wt hiirtega. Taust oli positiivsel IHC koelõigu kontrollil tugevam 
võrreldes negatiivsega. Tajino et al. (2011) on näidanud, et mentool või madal temperatuur 
põhjustab hiire sisetemperatuuri tõusu, mis sõltub TRPM8 ekspressioonist, mis omakorda oli 
korrelatsioonis UCP1 ekspressiooniga BAT-is. Samuti näidati, et TRPM8 analoogid kutsuvad 
esile termogeense käitumise hiirtes, kes hakkavad külmas ruumis soojemat kohta otsima. 
TRPM8 ko hiirte sisetemperatuur alanes jahedas ruumis võrreldes wt hiirtega, kelle 
sisetemperatuur tõusis. Samas kehatemperatuur alanes märgatavalt nii TRPM8 ko hiirtel kui 
wt hiirtel, viidates sellele, et TRPM8 indutseeritud kehasisene termogenees ei ole piisav, 
soojendamaks nahka jahtumise eest (Tajino et al., 2011). TRPM8 ko hiirtel on umbes 3% 
neuronitest külmatundlikud ning nad ei suuda teha vahet soojal (30oC) ega külmal (kuni 
15oC) temperatuuril (Bautista et al., 2007). 
Antud töös võrreldi WFS1-puudulike hiirte ja wt hiirte kehakaalusid ning enne katset oli 
WFS1-puudulikel hiirtel märgatavalt madalam kehakaal kui wt hiirtel. Varasemalt on 
näidatud, et WFS1-puudulikud hiired kaaluvad vähem (Koks et al., 2009) ning neil on 
kahjustunud glükoosi metabolism (Noormets et al., 2011). WFS1-puudulikel hiirtel on 
häiritud ka kohanemine stressi suhtes (Luuk et al., 2009) ning Noormets et al. (2014) näitas, 
et WFS1-puudulikud hiired kaaluvad vähem kui wt hiired ja kaotavad katse lõpuks rohkem 
kehakaalu. Antud töös kaalusid WFS1-puudulikud hiired samuti vähem võrreldes wt hiirtega, 
kuid wt hiired kaotasid katse lõpuks rohkem kehakaalu kui WFS1-puudulikud hiired. Ma et 
al. (2012) on näidanud, et kehakaal ei erinenud mentooli saanud hiirtel võrreldes hiirtega, kes 
ei saanud mentooli. Mentooli saanud hiirtel oli suurenenud aktiivsus ning kehatemperatuur. 
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Ma et al. (2012) järeldasid, et mentool mõjub põhiliselt keharasvale, kuid ei mõjuta teisi 
kehakaalu mõjutavaid komponente. 
Seega on oluline uurida Wolframi sündroomist põhjustatud ainevahetuse muutusi, sest WS-iga 
patsientidel esinevad neurodegeneratiivsed häired (Noormets et al., 2014) ning varasemalt on 
näidatud, et patsientidel, kellel on neurodegeneratiivsed haigused nagu Alzheimeri, Parkinsoni 
või Huntingtoni tõbi, on häired glükoosi metabolismis, suurenenud insuliini resistentsus ning 
ebanormaalne isu (Cai et al., 2012). Huntingtoni tõve patsientidel esineb tõsine kaalulangus, 
kuigi neil on normaalne isu ja nad tarvitavad kõrge kalorsusega toitu (Morales et al., 1989; 
Trejo et al., 2004; Cai et al., 2012), samas on neil kõrgem energiakulu (Pratley et al., 2000; 
Stoy & McKay, 2000; Gaba et al., 2005; Cai et al., 2012). Samad tunnused on Parkinsoni tõve 
patsientidel (Cai et al., 2012). Alzheimeri tõbe põdevatel patsientidel on ebanormaalselt 
madal leptiini tase (Olsson et al., 1998; Power et al., 2001). Cai et al. (2012) on arvanud, et 
Huntingtoni ja Parkinsoni tõbi on seotud ainevahetuse väärtalitlustega. Uuringud on näidanud, 
et ravimeetodid, mis on suunatud ainevahetuse homöostaasi taastamisele, võivad parandada 
kognitiivseid ja motoorseid funktsioone ning samuti pikendada Alzheimeri või Huntingtoni 
tõbe põdevate inimeste eluiga (Watson et al., 2005; Martin et al., 2009). 
Ma et al. (2012) näitasid, et tarbitud toidu kogused ei erinenud mentooli saanutel võrreldes 
nendega, kes ei saanud mentooli. Antud töös toidu ja joogi analüüside tulemused näitasid, et 
WFS1-puudulikel hiirtel oli statistiliselt madalam toidu ja joogi tarbimine võrreldes wt 
hiirtega, kui neile mentooli ei manustatud. Mentooli manustamise järgselt toidu ja joogi 
tarbimised erinevate genotüüpide vahel enam ei erinenud ning see ei sõltunud mentooli 
doosist. WFS1-puudulikel hiirtel tõusis toidu ja joogi tarbimine wt hiirte tasemele. Sellest 
tulenevalt võib järeldada, et mentool põhjustas WFS1 ko hiirtel tugevama termogeneesist 
ajendatud käitumise, millest tulenevalt nad hakkasid tarbima rohkem vett ja toitu. 
Ma et al. (2012) katses tõstis mentooli manustamine märgatavalt wt hiirte O2 tarbimist 
võrreldes TRPM8 ko hiirtega, viidates sellele, et mentool suurendab puhkeseisundis 
ainevahetust, aktiveerides TRPM8. Antud töös oli WFS1-puudulikel hiirtel statistiliselt 
kõrgem hapniku tarbimine kui wt hiirtel. See on kooskõlas Ma et al. (2012) tulemustega, sest 
WFS1 ko hiirtel on TRPM8 ekspressioon kõrgem (Kõks et al. avaldamata andmed). Kozyreva 
et al. (2013) katsed näitasid, et 1% mentooli lahus tõstis vähemalt 30% O2 tarbimist ning CO2 
produktsiooni, kui katseloomi soojendati. Hingamiskoefitsent aga ei muutunud 
soojendamisel. Termoneutraalsetes tingimustes vähendas mentool hingamiskoefitsenti 10% 
võrra, suurendades O2 tarvet, kuid CO2 produktsioon jäi samaks (Kozyreva et al., 2013). 
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Käesolevas töös vähendas mentool samuti WFS1-puudulike ja wt hiirte hapniku tarvet, kuid 8 
mg/kg mentooli doos suurendas WFS1-puudulike hiirte O2 tarvet. Mentooli mõju avaldus 
alles 12 ja 14 tundi pärast manustamist ning oluliselt tugevamini WFS1-puudulikel hiirtel. 
Kõige suuremat mõju avaldasid mentoolid doosid 10 mg/kg ja 15 mg/kg. Kõik mentooli 
doosid mõjutasid statistiliselt WFS1 ko hiirte hapniku tarvet, kuid kõige tugevamat mõju 
avaldas 20 mg/kg mentooli doos. Mentooli doosid ei omanud statistilist mõju wt hiirte 
hapniku tarbe muudule. 
Antud töös oli WFS1-puudulike hiirte keskmine CO2 produktsioon kõrgem võrreldes wt 
hiirtega ning erines seega Kozyreva et al. (2013) tulemustest. Mentooli doosid alla 20 mg/kg 
suurendasid WFS1 ko hiirte keskmist CO2 produktsiooni muutust, samas wt hiirtel aga 
vähendasid. Mentooli doos 20 mg/kg mõjutas WFS1 ko hiirte keskmist CO2 produktsiooni 
muutust seevastu negatiivselt. Mentooli toime CO2 produktsioonile avaldus 7 tundi pärast 
manustamist ning mõjus WFS1-puudulikele hiirtele tugevamini kui wt hiirtele ning see 
erinevus oli kõige suurem 14 tundi pärast manustamist. Kõik mentooli doosid mõjutasid 
statistiliselt WFS1 ko hiirte CO2 produktsiooni, kuid kõige tugevamini mõjusid mentooli 
doosid 10 mg/kg ja 15 mg/kg. Wt hiirte CO2 produktsiooni muudule mentooli erinevad 
kogused statistilist mõju ei avaldanud. 
WFS1-puudulikel hiirtel oli märkimisväärselt kõrgem soojusproduktsioon võrreldes wt 
hiirtega. Noormets et al. (2014) uurimused aga ei tuvastanud energia ainevahetuses erinevusi 
WFS1-puudulike ja wt hiirte vahel. Ainukene erinevus, mis leiti, oli O2 tarbimise erinevus 
WFS1-puudulike emas- ja isashiirte vahel. Kahe uurimuse erinevus võib olla tingitud hiirte 
vanusest. Noormets et al. (2014) katses kasutati 2-3 kuu vanuseid hiiri, kuid antud töös 
kasutatud hiired olid 9-12 kuu vanused. 
Mentooli 50% efektiivne kontsentratsioon (EC50) TRPM8 jaoks on 4,1 µM (Behrendt et al., 
2004). Masamoto et al. (2009) katsed näitasid, et 20 mg/kg L-mentooli manustamine hiirtele 
kanüüli kaudu makku põhjustas käärsoole ja abaluude vahel oleva pruuni rasvkoe 
temperatuuri tõusu, kuid ei mõjutanud saba temperatuuri. Antud katse käigus ei tõusnud hiirte 
kehatemperatuur 1 ega 2 tundi pärast erinevate mentooli dooside manustamist. Mentooli mõju 
puudumine hiirte kehatemperatuuri võib seletada Masamoto et al. (2009) tulemustega, kus 
uurimused näitasid, et mentool indutseerib termogeneesi, kuid ei mõjuta soojuse levimist. 
Ma et al. (2012) katsetes suurendas mentooli manustamine märgatavalt wt hiirte 
lokomotoorset aktiivsust, kuid ei mõjutanud TRPM8 ko hiiri. Mentooli manustamine tõstis 
märgatavalt ka wt hiirte rektaalset temperatuuri. Ma et al. (2012) mõõtsid ambulatoorselt 24 
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tundi sisetemperatuuri ning täheldasid, et päevasel ajal ei erine sisetemperatuur märgatavalt, 
küll aga öisel ajal, kui sisetemperatuur tõuseb wt hiirtel märgatavalt kõrgemale võrreldes 
kontrollgrupiga. Käesolevas töös mõõdeti hiirte rektaalset temperatuuri 1 ja 2 tundi pärast 
mentooli manustamist ning ei WFS1-puudulikel ega wt hiirtel täheldatud märgatavat 
temperatuuri tõusu erinevate dooside juures. Mentooli manustati hiirtele päeval ning on 
võimalik, et 2 tundi manustamise järgselt ei jõudnud mentooli mõju veel avalduda. 
Kolm tundi pärast mentooli manustamist oli WFS1-puudulikel hiirtel statistiliselt suurem 
soojusproduktsiooni muutus võrreldes wt hiirtega, kuid see ei sõltunud manustatud mentooli 
doosist. WFS1-puudulikel hiirtel oli 12 ja 14 tundi mentooli manustamise järgselt doosist 
sõltuv soojusproduktsiooni erinevus võrredles wt hiirtega. Kõige suuremat mõju 
soojusproduktsiooni muutusele avaldasid taas mentooli doosid 10 mg/kg ja 15 mg/kg. 
WFS1-puudulikel hiirtel oli soojusproduktsiooni muutus märgatav, kuid hajuv. Samas wt 
hiirtel püsis soojusproduktsioon enam-vähem samal tasemel ning suuri muutusi erinevate 
mentooli doosidega ei olnud. 
TRPM8, mille agonist on mentool, on WFS1-puudulikel hiirtel hipokampuses 
üleekspresseeritud (Kõks et al., avaldamata andmed). WFS1-puudulikel hiirtel on madalam 
kehakaal võrreldes wt hiirtega ning see viitab mutanthiirte ainevahetuse häiretele. Katse 
käigus selgus, et kõige efektiivsemad olid 10 mg/kg ja 15 mg/kg mentooli doosid. Katse 
andmetest võib oletada, et mentool aktiveerib WFS1-puudulikel hiirtel pruuni rasvkoega 
seotud termogeneesi, kuid organism ei suuda seda kontrollida, mistõttu nende 
soojusproduktsiooni muutus erineb wt hiirte omast. Lisaks võivad sellest olla põhjusatud 
hapniku suurem tarbimine ning hilisem CO2 produktsiooni tõus WFS1-puudulikel hiirtel. 
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Kokkuvõte 
WFS1-puudulike hiirte (ko) hipokampuse RNA-sekveneerimisel selgus, et WFS1-puudulikel 
hiirtel on kõrgem mööduva retseptorpotentsiaaliga katiooni kanali M alaperekonna liikme 8 
ekspressioon (TRPM8) (Kõks et al., avaldamata andmed). TRPM8 on funktsionaalselt 
ekspresseeritud pruunides rasvarakkudes ning selle agonist mentool aktiveerib pruuni rasva 
(BAT). BAT-i stimuleerimine võiks pakkuda uusi ravivõimalusi, vähendamaks rasvumist ja 
sellega seotud haigusi (Seale et al., 2007). Mentool võiks seega WFS1-puudulikele hiirtele 
manustatuna tõsta nende ainevahetuse aktiivsust rohkem võrreldes metsiktüüpi hiirtega (wt). 
Käesolevas töös uuritigi TRPM8 olemasolu WFS1-puudulike ning wt hiirte hipokampuses. 
Lisaks vaadeldi mentooli mõju WFS1-puudulike ja wt hiirte ainevahetusele ja võrreldi nende  
füsioloogiliste näitajate erinevusi. 
Uuritava TRPM8 kanali olemasolu leiti nii WFS1-puudulike kui wt hiirte hipokampuse 
neuronite vahelisel alal. Kvantitatiivne erinevus genotüüpide vahel ei olnud tuvastatav. 
Metabolismi uuringutest selgus, et WFS1-puudulikel hiirtel oli madalam kehakaal, toidu ning 
joogi tarbimine, kuid suurem soojusproduktsioon, hapniku tarbimine ja süsihappegaasi 
eraldamine võrreldes wt hiirtega. See viitab WFS1 ko hiirte ainevahetuse häiretele. Mentooli 
manustamise käigus ühtustusid toidu ja joogi tarbimised erinevate genotüüpide vahel, kuid 
doosist sõltuv mõju puudus. Mentool avaldas 12 ja 14 tundi manustamise järgselt mõju 
WFS1-puudulike hiirte hapniku tarbe muudule. Kõige tugevamat mõju avaldasid 10 mg/kg ja 
15 mg/kg mentooli doosid. Erinevad mentooli doosid ei avaldanud wt hiirtele CO2 
produktsioonile mõju. Mentooli doosid alates 20 mg/kg põhjustasid WFS1 ko hiirte CO2 
produktsiooni muudu vähenemist. Erinevus genotüüpide CO2 produktsiooni muudus oli kõige 
suurem 14 tundi pärast mentooli manustamist ning seda dooside 10 mg/kg ja 15 mg/kg juures. 
Samuti mõjusid mentooli doosid 10 mg/kg ning 15 mg/kg kõige tugevami WFS1-puudulike 
hiirte soojusproduktsiooni muudule ning kõige suurem erinevus oli 12 ja 14 tundi pärast 
mentooli manustamist. 
Mentool aktiveerib WFS1-puudulikel hiirtel pruuni rasvkoega seotud termogeneesi ning 
WFS1 ko hiirte soojusproduktsiooni muutus erineb wt hiirte omast, mis võib põhjustada 
hapniku suurema tarbimise ning hilisema CO2 produktsiooni tõusu. Edaspidiseks eesmärgiks 
on uurida mentoolist tingitud ainevahetuslike erinevuste põhjusi WFS1-puudulikes hiirtes ja 
TRPM8 funktsiooni selles.   
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Analysis of metablic effects of menthol on WFS1-deficient mice 
Marite Ehrlich 
Summary 
Wolfram syndrome (WS) is an inheroted progressive autosomal recessive neurodegenerative 
disorder, also known as DIDMOAD (diabetes insipidus, early on-set insulin-dependent 
diabetes mellitus, progressive optic atrophy and sensorineural deafness). In addition, 
psychiatric illnesses such as depressioon and impulsive behavior are frequently observed in 
affected individuals. WS is caused by mutations in the WFS1 gene. WFS1 protein is present 
in the heart, pancreatic β-cells, lungs, spleen, placenta and skeletel muscle. WFS1 is a 
transmembrane glycoprotein localized in the endoplasmic reticulum (ER) and may participate 
in membrane trafficking, protein processing and/or regulation of cellular Ca2+ homeostasis. 
Loss of WFS1 function can cause abnormal Ca2+ homeostasis in the ER and induce ER stress. 
ER stress can increase cell apoptosis. This may cause the loss of β-cells and neural 
degeneration. 
In mammals, there are two types of adipose tissue, white and brown. White adipose tissue is 
the primary source of energy storage, while brown adipose tissue (BAT) is specialized on 
energy expenditure. 
The transient receptor potential cation channel subfamily M member 8 (TRPM8) is 
functionally present in brown adipocytes. The activation of TRPM8 by menthol up-regulates 
uncoupling protein-1 (UCP1) levels in brown adipocytes. The stimulation of BAT may offer 
new therapies to reduce obesity and other related diseases. 
RNA-sequencing of hippocampus in WFS1-deficient mice showed that TRPM8 is over-
regulated in these mice. Thus, administration of menthol to WFS1-deficient mice could 
increase the metabolic rate more in WFS1-deficient mice than compared to wild-type mice. 
The aim of this study was to find out whether TRPM8 receptor is located in the hippocampus. 
The physiological differences between WFS1-deficient mice and wild-type mice were 
studied. In addition, the effect of menthol on the metabolic rate of WFS1-deficient mice 
compared to wild-type mice was studied. 
The studies showed that WFS1-deficient mice had lower body weight, food and drink intake, 
but higher heat production, oxygen consumption and carbon dioxide release compared to 
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wild-type mice. The results indicated that mutant mice have a metabolic disorder. Menthol 
activates BAT induced thermogenesis in WFS1-deficient mice and their heat production 
change differs from wild-type mice resulting in higher oxygen consumption and later in a 
higher carbon dioxide release. Further studies are needed to study the cause of menthol effects 
on metabolism in WFS1-deficient mice and the role of TRPM8 in it. 
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